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Résumeé

Le syndrome métabolique regroupe dans sa définition la présence de plusieurs anomalies
métaboliques associées (obésité abdominale, hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol bas,
intolérance au glucose ou diabete de type 2, hypertension). Plusieurs facteurs
environnementaux et génétiques sont impliqués dans ’apparition de la maladie telle que le
géne FTO « Fat mass and Obesity associated gene ». Ce géne a été associé a 1’obésité et le
syndrome métabolique selon les données du GWAS (Genome Wide Association Study) en
2007. Plusieurs SNPs situés dans le premier intron du gene FTO, en particulier le rs1421085,
sont associés a une augmentation du risque de diabete de type 2 de 25 a 50% dans les études
GWAS.

La population algéroise utilisée dans 1’é¢tude de I’association du géne FTO au syndrome
métabolique comporte 87 individus avec SMet (Syndrome Métabolique) et 188 controles. Les
individus avec SMet étaient recrutés selon la définition consensus du syndrome métabolique
en 20009.

Les parametres biochimiques ont été doses a 1’aide de 1’automate COBAS integra 400 plus
et le génotypage du SNP rs1421085, marqueurs du géne FTO a été effectuée par la

technologie KASPar tandis que 1’analyse statistique a été réalisée par StatView .

Les résultats des paramétres clinico-biologiques ont révélé une différence significative
entre patients et contréles. Alors que les résultats du génotypage du SNP rs1421085, montrent
seulement une association du genotype CC rs1421085 du géne FTO avec I’'IMC (avec quand
méme une tendance de corrélation avec triglycérides). Par conséquent, ce SNP ne montre pas
d’association avec les composantes du syndrome métabolique (le tour de taille, la glycémie
a jeun et le HDL-C) ni avec [I’indice de HOMA IR (OR = 1,01 95%IC [0,58 — 2,07], P =
0,76). Toutefois, notre étude montre une relation directe entre la proportion de la fréquence
du génotype CC du SNP rs1421085 du géne FTO et l'accumulation du nombre de
composantes du SMet chez l'individu (dosage génique).

En conclusion, les résultats obtenus confirment I’association du géne FTO avec I’IMC mais
ne montrent pas d’association évidente avec les composantes du syndrome métabolique.
D’autres ¢tudes comportant des échantillons plus importants sont necessaires pour confirmer

les données de ces résultats.

Mots clés : Syndrome métabolique, géne FTO, SNP, rs1421085, IMC, composantes du Smet, Indice HOMA IR



Abstract

Metabolic syndrome includes in its definition the presence of multiple metabolic anomalies
associated (abdominal obesity, hypertriglyceridemia, low HDL-cholesterol, glucose
intolerance or type 2 diabetes, hypertension). Many environmental and genetic factors are
involved in the appearance of the disease such as FTO gene. This gene has been associated
with obesity and metabolic syndrome according to data from the GWAS in 2007. Several
SNPs located in the first intron of the FTO gene, in particular the rs1421085, are associated
with an increased risk of T2D 25 to 50 % in GWAS studies.

The population used in the study includes 87 individuals with MetS and 188 controls.
Individuals with MetS were recruited according to consensus definition of metabolic

syndrome in 2009.

Biochemical parameters were measured using the COBAS Integra 400 plus and genotyping
SNP rs1421085, the FTO gene markers was conducted by Kaspar technology while the

statistical analysis was performed by StatView.

The results of clinical and biological parameters revealed a significant difference between
patients and controls. While the results of genotyping SNP rs1421085, rs1421085 CC only
show a genotype association FTO gene with BMI (with still a correlation trend with
triglycerides).. Therefore, this SNP showed no association with components of the metabolic
syndrome (waist circumference, fasting glucose and HDL-C) nor with index HOMA IR (OR
= 1.01 95 % CI [0.58 to 2.07]; P = 0.76). However, our study shows a direct relationship
between the proportion of the frequency of the SNP rs1421085 CC genotype of the gene FTO

and accumulation of the number of MetS components in the individual (gene dosage).

In conclusion, the results confirm the association of the FTO gene with BMI but show no
clear association with the components of metabolic syndrome. Further studies with larger

samples are needed to confirm these results data.

Keywords : Metabolic syndrome, FTO gene, SNP, rs1421085, BMI, components Smet,
HOMA IR index
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Introduction

Introduction

La présence d'une obésité viscérale est associée au développement de diverses complications
métaboliques, définies sous le terme de syndrome métabolique (SMet), et comprend
notamment une résistance a l'insuline, une dyslipidémie athérogene et une hypertension
artérielle (Alberti et coll. 2009; Cornier et coll. 2008; Després et coll. 2008).

Le syndrome métabolique aussi appelé syndrome X, n’est pas une maladie en soi .Il désigne
plutot la présence d’un ensemble de signe physiologiques .Ce syndrome est associé a un
risque accru de diabéte de type 2 et de maladies cardiovasculaires. Le syndrome métabolique

est un désordre complexe, dont la physiopathologie est encore mal connue.

L’origine du syndrome métabolique est multifactorielle, résultant de [I’interaction entre

facteurs génétiques et environnementaux.

L’identification des facteurs de susceptibilité génétique au syndrome métabolique et aux
phénotypes associés et la compréhension de leurs mécanismes d’action fournit des
informations précieuses pour comprendre les voies physiopathologiques impliquées dans

I’apparition de ces désordres métaboliques et potentiellement pour mieux les prévenir.

Ce travail de mémoire de fin d’étude présentera donc, dans un premier temps, les définitions
du syndrome métabolique, certaines données épidémiologiques, ainsi qu'un apercu des

connaissances actuelles sur la pathophysiologie du syndrome métabolique.

L’objectif de notre travail était de recruter des patients présentant les composants du
syndrome métaboliques dans une population algérienne et ainsi que des témoins indemnes de
toute pathologie cardiovasculaire ou diabéte de type 2. Notre but est d’étudier I’association du
SNP rs1421085 du gene FTO avec les composantes du syndrome métabolique. Le gene FTO
(fat mass and obesity-associated) est identifi¢ par les études d’association génome entier

comme déterminant génétique de 1’obésité.

Des preuves irréfutables ont été accumulées pour soutenir un role influent des facteurs
génetiques, soit par I'approche géne-candidat ou par des études d'association pangénomique
GWAS (Genome Wide Association Study), en utilisant des polymorphismes nucléotidiques
simples (SNP) (Legry 2009). Plusieurs études récentes de GWAS ont découvert que le (FTO)

« Fat mass and Obesity associated gene » prédispose au diabéte de type 2. Une association
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positive avec l'obésité et avec I'IMC ont également été trouvé en utilisant rs1421085 SNP au
intron 1 et d'autres SNP au intron 3(Scuteri et al. 2007; Frayling et al. 2007; Dina et al. 2007).
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Chapitre I : Synthese bibliographique
I.1. Historique et évolution du concept ‘Syndrome Métabolique’

Deés 1923, Kylin observa une association entre hyperglycémie, hypertension artérielle et la

maladie de la goutte (maladie chronique liée au métabolisme de 1’acide urique) (Kylin, 1923).

En 1956, Vague fat d'ailleurs I'un des premiers a avoir associé I'obésité androide (répartition
de la masse grasse au niveau de 1I’abdomen) a l'hypertension, le diabéte, la goutte et

I'athérosclérose (Vague, 1956).

La relation entre le syndrome métabolique et 1’hyperinsulinémie a été ensuite mise en

évidence par Modan (Modan et al. 1985).

En 1988, a I’occasion du congrés annuel de I’association américaine de diabéte (American
Diabetes Association-ADA), Reaven décrit sous le nom de ‘syndrome X’ une constellation
d’anomalies associées a I’insulinorésistance qui en est 1’¢lément central (Reaven, 1988). Il
suggere que la résistance a I’insuline et I’hyperinsulinémie sont les causes premiéres de
troubles de la tolérance au glucose, d’hypertension artérielle, d’hypertriglycéridémie,
d’obésité, et d’insulinorésistance, et sont par-la responsables de I’athérosclérose qu’elles

provoquent (Reaven, 1988).

C’est seulement en 1998 que la premiére initiative pour développer une définition du
syndrome métabolique est reconnue au niveau international. Dans un effort de se mettre en
accord pour une définition et pour offrir un outil aux cliniciens et aux chercheurs,
I’Organisation Mondiale de la Santé-OMS a proposé un ensemble de criteres en 1998 (Alberti
et Zimmet, 1998). Et cette version a été révisée en 1999 (OMS, 1999).

I .2. Définitions proposées pour le Syndrome Métabolique

Le syndrome métabolique est un cluster des principaux facteurs de risque cardiovasculaire et
diabete de type Il liés entre eux sur le plan physiologique : obésité abdominale,
insulinorésistance, hypertension artérielle, dyslipidémie (Figure 1). Les composantes du
syndrome coexistent assez régulierement chez un individu pour que leur association ne soit
pas liée au hasard (Schmidt et al. 1996 ; Wilson et al. 1999).
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ﬁ Diabete
de type 2

TGlucose

Figure 1 : Composantes du syndrome métabolique et morbidité associée (adapté de Doria et
al. 2008).

Afin de déterminer des critéres diagnostiques aisés a mettre en ceuvre et reconnus, dans le but
d’identifier les patients a risque, plusieurs définitions se sont succédées incluant différents
parametres et valeurs de référence pour chacun d’eux résumés en Tableau I. Ces définitions
ont été proposées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1999). Le Groupe Européen
pour I’é¢tude de la Résistance a I’Insuline (EGIR) ( Balkau et Charles, 1999). Le National
Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP I1I) (NCEP, 2001).
L’American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI)
(Grundy et al. 2005). et enfin la Fédération Internationale du Diabéte (IDF) (Alberti et al.
2005). (Tableau I)
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Tableau I :Critéres de diagnostic du syndrome métabolique selon les définitions de ’OMS,
de ’EGIR, du NCEP, de ’AHA et de I’'IDF ( Legry, 2009).

OMS EGIR NCEP AHA IDF

[World Health Organization 1999]  [Balkau er al. 1989] [2001] [Grandy er al. 2005] [Alberd er al. 2005]
Adiposité IMC = 30kg'm* ou RTH Tour de talle Tour de talle Tour de talle Tour de taille (Europe)
Adipos 0,90/0,85 (H/F) 2 94/80 em (H'F) = 10288 em (H'F) =102/88 em (HF) 2 94/80 em (H'F)

.. Glycémue 3 jeun

Glycémie a jeun __ .

Hy Ireémi 26,1 mmolL Glycémue 3 jeun Glycémie a jeun = Sfa:l:ml'l glsyr.:mm i{“
Ypergiyeemis  wHPO > 7.8 mmolL 2 6.1 mais < 7,0 mmol/L 26,1 mmolL ;“‘_po gw‘:.‘“‘ . e ype2

ou diabéte de type 2 ou diabéte de type 2 )

Insulino- Captation du glucoze Insulinéunie 3 jeun
- < quartile le plus bas en clamp e -

resistance . 2 75° percentle

hypennsulimique euglycémique

7 . 2217 -
. TG 21,7 mmolL i e ozl Tmmall

TG 217 mmoll 76 22,0 mmalL - -

Dyslipidémie  ouHDL-C WIIEDL-C " HDL.C —_
05,0 mmollL (H/E) ou traitement bypolipémiznt  FOLC < 104129 mmolL GF) < 103/1,29 mamolL ()
’ -29 mmol/L (H/F) ou hypolipémiant outr t hypolipémiant
Pression PAS =130 PAS =130 PAS 2130
. .. . PA2140/90 mm He et/ou PAD = 85 mm Hg PA=130/85 mm He ouPAD = 85 mm Hg ou PAD = 85 mm Hg
arterielle elevee :
ou traitement hypotenseur ou hypotenseur ou tr; bypotenseur

Autre Microalbummune

.. Hyperglycemie ou - 5 . 5
mec.lr'." dela insulinorésistance plus = 2 des H).'pmn:ul\qepne pls22 = 3 parmu les 5 enitéres 2 3 parmi les 5 enitéres Obésicé x'bdo.n‘amale phs22
définition des autres critéres des autres critéres

autres critéres

Une nouvelle définition du syndrome métabolique (SMet) a été proposée par I'IDF
(International Diabetes Federation) en partenariat avec I'AHA, le NHLBI (National Heart
Lung and Blood Institute), elle est destinée a « harmoniser le syndrome métabolique». Il s'agit

donc d'une définition plus « souple » que celle défendue par I'IDF en 2005. (Tableau I1)

Tableau Il : Définition consensus 2009 : NCEP/ATP Ill, IDF 2005 (Alberti et al. 2009).

NCEPI/ATPINl | IDF (2005) IDF/AHA! NHLBI (2009)
(2001)
Jdes b tour de taille + 2 des 4 3 des 5 critéres suivants
critéres autres critéres
suivants
Tour de > 102 indispensable, avec selils ethno-centrés, reprenant les seuils IDF
taille cm/hommes selils ethno-centrés ; 2005 pour les non-eurcpéens et laissant le
éleve =88 origine européenne > 94 choix entre seuils IDF et seuils NCEP/ATP III
cmifemmes cm/hommes = 80 pour ceux d'origine européenne
cmifemmes
TG >1,5g/L ou > 1,5 g/L ou traitement = 1,5 g/L ou traitement
éleves traitement
HDLc < 0,40 g/UJ: < 0,40 g/LU/: hommes < < 0,40 g/L: hommes
bas hommes < 0.50 g/L: femmes < 0,50 g/L: femmes
0,50 g/L:
femmes
PA PAS = 130 PAS = 130 mm Hg et/ou PAS > 130 mm Hg et/ou PAD = 85 mm Hg ou
élevées mm Hg etfou PAD = 90 mm Hg ou traitement
PAD = 85 mm | traitement
Hg ou
traitement
Glycémie > 1,1g/L ou = 1,0 g/L ou traitement 21,0 g/L ou traitement
a jeun traitement
élevée
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I .3.Epidémiologie du syndrome métabolique
1.3.1.Prévalence

Le syndrome métabolique est fréquent et sa prévalence augmente en général tant dans les

pays pauvres que dans les pays développés (Lameira, 2008).

La prévalence du syndrome métabolique dépend de sa définition (Grundy, 2008), de I’age, du
sexe de la population (Cornier et al. 2008; Ford et al. 2010; Riediger et al. 2011),et de la
période d’étude. (Figure 2)

Selon certaines études épidémiologiques, la prévalence actuelle du SMet dans le monde se
situerait autour de 20 a 30 % de la population adulte (Grundy, 2008). Une hausse de cette
prévalence est d'ailleurs anticipée au cours des prochaines années étant donné la hausse

projetée de la prévalence d'embonpoint et d'obésité (de Onis et al. 2010; Wang et al. 2011).
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Figure 2 : Prévalence du syndrome métabolique dans différents pays selon les critéres du
NCEP (adapté de Cameron et al. 2004).

La prévalence du syndrome métabolique dans la population algérienne différe d’une région a

une autre et d’une définition a autre (Tableau 111)
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Tableau 111 : Prévalence du syndrome métabolique en Algérie
TAHINA Tlemcen Alger Constantine Setif
(ATEK 2008) | (BERROUIGU | (CHIBANE | (ZAAMOUCH | (Mekideche
ET 2009) etal 2011) | E etal 2009) 2010)
SM (ATP III) | 26, 33% 17.4% 26,4% 22.3% 27.4%
17,37% 14,5% 19,5% 29.9%
32.7% 19.6% 24,6%
SM (IDF) 25.7% 28.3% 26.4%
20,4% 23.8%
29.7% 28.6%

1.3.2. Morbidité et mortalité associées au syndrome métabolique

Plusieurs méta-analyses montrent que le syndrome meétabolique est associé a une
augmentation des événements cardiovasculaires (Ford, 2005; Gami et al. 2007) et qu’il
entraine des risques accrus de développer des maladies cardiovasculaires mais aussi un
diabete (Grundy et al. 2004).

I.4.Les principaux critéres du syndrome métabolique :
1.4.1. L’obésité abdominale:
1.4.1.1. Définition et mesure:

L'obésité se caractérise par une accumulation excessive de tissu adipeux et elle est
principalement induite par un débalancement énergétique chronique ou les apports excedent
les dépenses. L'étiologie de ce débalancement est fort complexe et comprendrait a la fois des
facteurs environnementaux et génétiques (Comuzzi et al. 2010). Il existe deux principaux
types d’obésité : le type gynoide (rencontré principalement chez les femmes) ou 1’exces de
gras se dépose principalement autour des hanches, et le type androide (plut6t rencontré
chez les hommes) ou 1’exceés de gras est localisé au niveau du tronc et de I’abdomen

(Figure 3)
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) !

obésité gynoide obésité androide

Figure 3 : Principaux types d’obésité (http://www.passeportsante.net/)

De plus, on distingue deux formes de localisation de la graisse : le tissu adipeux sous-
cutané et le tissu adipeux viscéral qui sont illustrée dans la (Figure 4). Le tissu adipeux
sous-cutané se situe entre la peau et le muscle, tandis que le tissu adipeux viscéral est situé
dans les cavités du corps, essentiellement dans la cavité abdominale, et il est plus actif
métaboliquement que le tissu adipeux sous cutané. Les résultats des études épidémiologiques
viennent a 1I’appui des hypothéses physiopathologiques suivant lesquelles 1’obésité viscérale

est le principal facteur de risque dans le développement de 1’obésité, chez des sujets

géneétiquement susceptibles (Ohlson LO et al. 1985).

Figure 4 : Les deux variétés du tissu adipeux (Freedland ES, 2004).
1.4.1.2. L'indice de masse corporelle :

L’obésité est classiquement mesurée par 1’indice de masse corporel (IMC), défini par le
rapport de la masse sur la taille élevée au carré. L’interprétation des résultats trouvées est

présentée dans la (Figure 5).
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IMC = Indice de Masse Corporelle

poids en kilos
IMC = —Fiiile X Taille)
en metres

29.9

Figure 5: Relation pour calculer I'IMC et [Dinterprétation des résultats

(http://www.audreymichel.fr/2013/05/01/evolution-imc/)

L’obésité abdominale peut étre estimée par le rapport tour de taille sur tour de hanches
(RTH), marqueur d’une obésité androide ou la mesure du périmetre abdominal (ou tour de

taille) (Figure 6)

Patient debout et en expiration douce

Mesure a mi-distance entre :

la derniere cote flottante

et
la partie superieure de |a créte iliaque

Figure 6 : Evaluation du tour de taille. En mesurant, a I’aide d’un métre de couturiére placé a

I’horizontale, le plus petit périmétre entre le nombril et les dernieres cotes.

On peut également évaluer la quantité de masse grasse en mesurant les plis cutanés
(situés au niveau des biceps, triceps, du mollet, les plis sous-scapulaire et supra-iliaque)

a I’aide d’une pince a plis illustrée dans la (Figure 7)
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Muscle

Pince
a plis cutanés

Figure 7 : Evaluation de la masse grasse par la pince a plis. Le principe consiste a pincer 4
plis de référence et de mesurer la moyenne de 1’épaisseur de chaque pli. (http://blog.rue-du-

bien-etre.com/calculer-taux-de-masse-grasse-en-seche/)

Le tour de taille semble étre 1’une des meilleures mesures corrélées a la graisse viscérale et
aux complications métaboliques et est tres souvent utilisé (Pouliot et al. 1994 ; Han et al.
1995). Les résultats d’une méta-analyse suggerent que le rapport tour de taille sur la taille

serait le meilleur facteur de prédiction du risque cardiovasculaire (Lee et al. 2008).
1.4.2. L’homéostasie glucidique

L’homéostasie glucidique est dépendante de deux composantes essentielles : la sensibilité a
I’insuline et la sécrétion de I’insuline. Son étude est capitale tant pour la physiopathologie de
certains pathologie que pour le soin. 11 existe un équilibre entre la consommation de glucose
par les tissus non insulinodépendants (cerveau, globules rouges) et les tissus
insulinodépendants (muscle, tissu adipeux) et la production systémique de glucose
(essentiellement le foie) contrdlé par les sécrétions pancréatiques d'insuline et de glucagon. Le
glucose est extrait de la circulation par les différents tissus de I'organisme alors que le pool
plasmatique est alimenté principalement par le foie en phase postabsorptive (Figure 8)

10
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Figure 8: Représentation schématique de [’homéostasie glucidique en phase

postabosorptive (Kahn, 1994).
1.4.2.1. Mesures du désordre glucidique

La régulation de la glycémie est trés fine et fait intervenir le systéeme hormonal. L’insuline est
une hormone peptidique dont le rdle est de maintenir 1’homéostasie glucidique et de
promouvoir une utilisation du glucose adaptée (Accili, 2004). Elle est la seule hormone
hypoglycémiante.

La structure de I’insuline a été remarquablement conservée au cours de l'évolution. Sa
production et sa sécrétion par les cellules B du pancréas endocrine sont trés étroitement

contrélées. Le glucose est le régulateur le plus important (Karaca et Magnan, 2013).

L'hormone définitive est d'abord synthétisée sous la forme d'une protéine de haut poids
moléculaire, la pro-insuline, qui est stockée dans des microvésicules ou s'amorce sa
conversion en insuline. La libération de l'insuline nécessite la mise en route du processus
d'exocytose des vésicules sécrétoires (Figure 9). Le contrdle de la sécrétion de I'normone fait
appel a une boucle élémentaire de régulation qui lie la concentration des nutriments, en

premier lieu le glucose, a la sécrétion d'insuline (Karaca et Magnan, 2013).

11
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Figure 9 : Synthése d’insuline et transport intracellulaire. 1. Début de la traduction :
formation de prépro-insuline puis de pro-insuline ( clivage du peptide signal) dans la lumiére
du réticulum endoplasmique .2. La pro-insuline est transportée dans des vésicules
intermédiaires vers le cis-Golgi .3. La conversion compléte a lieu dans le Golgi et Ié vésicules
issues du trans-Golgi .4. Formation et stockage des vésicules matures contenant les cristaux
d’insuline (Karaca et Magnan, 2013).

1.4.2. 2.Insulinorésistance

L’insulinorésistance correspond a la diminution de la sensibilité ou de la réponse a 1’insuline
(Figure 10) en termes de mise a disposition du glucose dans les tissus périphériques et
d’inhibition de la gluconéogenése hépatique. L’insulinorésistance joue un role majeur dans la

physiopathologie du diabéte de type 2 (Legry, 2009).

Le terme d’insulinorésistance se réfere presque exclusivement a 1’effet de I’insuline sur le
maintien de ’homéostasie du glucose. La sensibilité a I’insuline peut étre réduite dans de
multiples conditions physiologiques (puberté, grossesse, vieillissement ...), ou sous
I’influence de traitements (corticothérapie, immunosuppression chez les patients greffés,
traitement antirétroviral du sida) (Del Prato, 1999). Ou, en présence de pathologies (obésité,

diabetes, syndrome polykystique ovarien, syndrome métabolique).

L’insulinorésistance qui caractérise le syndrome meétabolique, précede le plus souvent le

diabéte de type 2. 1l est maintenant admis que I’insulinorésistance a une composante

12
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génétique, mais qu’elle peut étre acquise par des facteurs environnementaux. Au début, la
résistance est compensée par un hyperinsulinisme, ce qui permet de préserver la tolérance au
glucose. La détérioration de la tolérance au glucose intervient quand la résistance a 1’insuline
augmente, ou que la réponse compensatoire de la sécrétion diminue, ou bien quand les deux

phénomenes se produisent simultanément (Benaraba, 2007).

sl ans .
o » Linsuline dans Insuline
La sensibilité le tissu sanguin
La réponse a . Glucose
I’insuline Récepteur
Acide Gras || de
‘ I"insuline

<
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Signalisation

N — e
x de I'insuline ™
N \
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K libres

] 7 Gl dans |
® ) ilucose dans la sang

Figure 10 : Mécanisme de I’insulinorésistance. La diminution de la sensibilité ou de la
réponse a I’insuline due a des produits gras toxiques et radicaux libres bloque la signalisation

de I’insuline alors le glucose reste dans les tissus périphérique avec un taux élevé de 1’insuline
1.4.2. 3. Intolérance au glucose

L’influence du surpoids sur I’intolérance au glucose est trés forte : a I’exemple du diabéte de
type 2, elle augmente progressivement avec le IMC. La probabilité d’avoir un diabéte de type
2 est trés augmentée quand 1I’IMC devient supérieur a 23 par rapport aux valeurs inférieures a
22 (Willett et al. 1995).

Les altérations de I’action de I’insuline sur le métabolisme du glucose, comprennent la
diminution de la capacité de cette hormone d’inhiber la production du glucose par le foie et

les reins et de faciliter I’entrée du glucose dans des tissus-cibles (muscles, tissu adipeux...).

Le réseau des complications qui impliquent le métabolisme du glucose et les fonctions de
I’insuline dans le SMet est complexe ; néanmoins, il est reconnu que I’hyperglycémie et
I’intolérance au glucose constituent un facteur de risque majeur pour les MCV (Gerstein,
1997 ; Leiter, 2006).

13
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1.4.3. Dyslipidémie
1.4.3. 1. Geénéralités sur le métabolisme des lipides

Les lipides plasmatiques les plus importants d’un point de vue clinique sont le cholestérol et
les triglycérides (Brown et al. 1986). Le cholestérol joue de nombreux roles : c’est un
composant des membranes cellulaires, le précurseur des hormones stéroidiennes et de la
vitamine D, et il est nécessaire dans 1’activation de molécules de signalisation neuronale
(Brown et al. 1986; Incardona et al. 2000). Les triglycérides représentent une source

importante d’énergie.

Les Triglycérides et le cholestérol sont insolubles dans le plasma, c’est pourquoi leur
transport dans le plasma requiert un systeme de macromolécules sphéroidales appelées
lipoprotéines. Les principales lipoprotéines charriant les TG sont les chylomicrons et les
VLDL, tandis que celles qui transportent le cholestérol sont les LDL et les HDL ( Legry,
2008).

1.4.3. 2. Dyslipidémie athérogéne

Une dyslipidémie athérogene consiste en un regroupement d'anomalies des lipoprotéines qui
inclut une élévation des concentrations plasmatiques de TG et d'apolipoprotéine (apo B) (liée
aux particules VLDL et aux lipoprotéines de faible densité LDL ), la présence de particules
LDL petites et denses, ainsi que des concentrations abaissées de cholestérol HDL (Figure 11)
(Alberti et al. 2006; Rizzo et al. 2006).

Cellules

adipeusesrAGL W

AGL : acides gras libres

VLDL : very low density lipoprotein
TG : triglycérides

CE : cholestérol esters

LDL : low density lipoprotein

HDL : high density lipoprotein

000"

Figure 11 : Dyslipidémie athérogene.

La diminution des concentrations en HDL-C observée dans le SMet est la conséquence de
changements dans la composition et le métabolisme des HDL. En présence d’une
hypertriglycéridémie, une baisse du contenu en cholestérol des particules HDL conduit a une

diminution des esters de cholestérol du noyau des HDL accompagnée d’une augmentation

14
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variable des TG, rendant la particule HDL petite et dense, une fonction en partie due a la
CETP (Cholestérol Ester Transfer Protein) (Murakami et al. 1995).

L'athérogénicité de ce profil lipidique est majoritairement attribuable au fait que les particules
LDL petites et denses s'infiltrent plus facilement dans la paroi artérielle et qu'elles sont plus
susceptibles d'étre oxydées et captées par les macrophages (Rizzo et al. 2006). Menant ainsi a
la formation de cellules spumeuses et au développement de la plaque athérosclérotique (Diaz
et al. 1997; Ross, 1999).

L’activité lipolytique est plus importante au niveau abdominal qu’au niveau Sous-cutang, ce
qui est lié a une augmentation de la sensibilité noradrénergique. Une lipolyse plus importante
est observée chez les femmes présentant une obésité abdominale par rapport aux non obeses.
Cette augmentation de la lipolyse conduit a une libération plus importante des triglycérides.
Le déversement des acides gras libres directement dans le systeme porte favorise par ailleurs
un apport majeur d’acides gras au niveau du foie et ainsi la production de VLDL (Bosello et

Zamboni, 2000).

L’apparition des anomalies lipidiques associées au SMet est plus favorisée par la résistance a
I’insuline : la diminution de 1’action insulinique au niveau de I’adipocyte s’accompagne en

effet d’une augmentation de la lipolyse et donc de la libération d’acides gras libres (Bosello et
Zamboni, 2000).

|.4.4. L’hypertension artérielle:

Les causes d’une augmentation de la tension artérielle sont inconnues dans 95% des cas. Les
5% de cas d’hypertension artérielle expliqués correspondent a des patients dont la pathologie
est responsable de cette hypertension, qui est alors appelée « hypertension artérielle
secondaire ». Les 95% des cas pour qui la cause de I’hypertension est inconnue sont décrits
comme présentant une « hypertension artérielle essentielle ». L hypertension est un facteur
de risque majeur de maladies cardiovasculaires et rénales (Kearneyet al. 2005 ; Hajjaret al.
2003). La tension artérielle est déterminée par divers facteurs tels que le volume sanguin, le
débit cardiaque, la résistance vasculaire et la compliance (adaptation du volume sous
I'influence d'une variation de pression) (Cowley, 1992 ; Guyton et al. 1972 ; Guyton 1991).
Ces différents éléments sont régulés par des facteurs neuronaux, endocriniens, et
paracrines. De causes organiques (rénales ou surrénales), des circonstances comportementales

peuvent contribuer a 1’élévation de la pression artérielle, comme 1’excés d’alcool ou I’obésité.
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En revanche, le stress, improprement appelé « tension nerveuse » par les patients, est peu
responsable d’HTA car les élévations tensionnelles (voir annexe 1) imputables au stress ne
sont souvent que temporaires. Enfin il existe des HTA génétiques (notamment de rares causes

monogéniques).
I.5.Facteurs de prédisposition
1.5.1 Facteurs environnementaux

Quelques ¢tudes ont évalué I’impact des facteurs environnementaux sur la prévalence du
syndrome métabolique. Les habitudes alimentaires influencent significativement le
développement du syndrome métabolique. Ainsi, une alimentation riche en glucides est
associee a une augmentation du risque de syndrome métabolique (Park et al. 2003). De plus,

la composition et la nature lipidique de 1’alimentation favoriseraient I’insulinorésistance.

Il a été montré que la substitution des acides gras saturés par des acides gras mono-insaturés
dans I’alimentation (comme c’est le cas pour le régime méditerranéen, par exemple) améliore

la sensibilité a I’insuline (Vessby et al. 2001).

Les facteurs de risque classiques des MCV, tels que la consommation de tabac ou d’alcool et

le manque d’activité physique, augmentent ¢galement le risque de syndrome métabolique

(Park et al. 2003 ; Dallongeville et al. 2005 ; Wamala et al. 1999 ; Brunner et al. 1997).
1.5.2. Facteurs genétiques

L’identification génétique du syndrome métabolique est rendue difficile par la complexité de
ce syndrome. Cette complexité se situe a deux niveaux. D’une part, chacune des voies
métaboliques impliquées dans le développement du syndrome est complexe et met en jeu de
nombreux génes (voir annexe 2). D’autre part, I’étiologie du syndrome reste encore inconnue
aujourd’hui. Le choix des génes candidats repose alors sur 2 hypothéses : soit le géne a un
effet pléiotropique, et joue sur différentes voies métaboliques du syndrome métabolique, soit
il joue sur un seul phénotype pouvant suffire a lui seul au développement du syndrome. Le
tableau suivant (Tableau 1V) résume quelques genes qui sont impliquée dans le syndrome

métabolique
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Tableau IV : Génes associées au syndrome métabolique (Legry, 2009).

Geéne Nom Chromosome Fonction

ADRB? Récepteur B-2 adrénergique 5 Récepteur aux catécholamines impliqué dans la régulation
de la lipolyse du TA, du métabolisme des lipoprotéines,
I"homéostasie glucidique et le tonus vasculaire

FTO Fat mass and obesity associated 16 Reégulerait la balance énergétique dans 1"hypothalamus
PPARG Récepteur y activé par les 3 Principal régulateur transcriptionnel de la différenciation
proliférateurs de peroxysomes adipocytaire
LIPC Lipase hépatique 15 Hydrolyse les triglycérides et facilite I'incorporation
cellulaire des lipoprotéines
LPL Lipoprotéine lipase 8 Hydrolyse les triglycérides et facilite 1'incorporation
cellulaire des lipoprotéines
APOAS Apolipoprotéine A5 11 Composante des HDL, déterminant important du taux
plasmatique de TG
NOS3 Nitric oxide synthase 3 7 Synthése d’oxyde nitrique, important régulateur de la
(endothéliale) vasodilatation et impliqué dans le métabolisme glucidique
CYP11B2 Cytochrome P450 11-B-2 8 Synthése de 1"aldostérone, composante du systéme rénine-
(aldostérone synthase) angiotensine
ENPP] Ectonucléotide 6 Enzyme clivant une grande variété de substrats, inhibe
pyrophosphatase/phospho- I"activité du récepteur a I'insuline
diestérase 1
CAPNI0 Calpaine 10 2 Role dans la sécrétion et 1"action de I'insuline

IL6 Interleukine 6 7 Cytokine pro-inflammatoire

1.5.2.1. FTO ( fat mass and obesity associated )
1.5.2.1.1. La découverte de la FTO comme premier gene de susceptibilité de I'obésité

L’identification du gene FTO (fused toe, depuis renommé fat mass and obesity associated)
représente une avancée majeure dans 1’étude des facteurs de susceptibilité génétique aux

maladies métaboliques et a été le premier véritable succés des GWAS ( Legry, 2009).

A Dorigine, Fto a été identifié chez la souris comme un gene faisant partie d’un segment de
chromosome (comprenant les genes Fto, Ftm, Fts et d’autres) dont la délétion est responsable
de la fusion des doigts (Ft, fused toe) (Peters et al. 1999).

En 2007, I’équipe anglaise de Frayling a publi¢ les résultats issus d’une étude GWAS
(genome-wide association study) dont 1’objectif était d’identifier les génes du diabéte
(Basdevant et al. 2011). Le gene FTO a été identifié comme un facteur de prédisposition au
diabete de type 11 (Scott et al. 2007).

Cette étude menée a trés large échelle (plusieurs milliers des sujets) a conduit a
I’identification de polymorphismes SNP (pour single nucleotid polymorphism) dans le géne

FTO, ce qui a revelé initialement des surprises.
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En effet, plusieurs SNPs situes dans le premier intron du gene FTO, en particulier le
rs1421085, sont associés a une augmentation du risque de diabéte de type 2 de 25a 50% dans

ces études.

Aprés ajustement sur I’'IMC, I’association avec le diabéte disparaissait complétement. A la
méme époque, d’autres GWAS montraient ’association avec I’'IMC et 1’obésité (Sheraret al.
2011).

Par la suite, I’association des variants génétiques de FTO avec I’'IMC a été répliquée dans
plusieurs GWAS (Scuteri et al. 2007; Frayling et al. 2007; Dina et al. 2007). Dans ces études,
I’all¢le a risque de FTO est associé a une augmentation de I’IMC de 0,40 a 0,66 kg/m? et du
risque de surpoids (OR=1,18) et d’obésité (OR=1,32), et ce deés ’enfance. Les individus
homozygotes pour I’alléle a risque pésent en moyenne 3 kg de plus que les individus

homozygotes pour 1’all¢le fréquent (Scuteri et al. 2007; Frayling et al. 2007; Dina et al. 2007).
1.5.2.1.2.Propriétés et fonction du géne FTO

Chez I’homme, le géne FTO est situé sur la bras long ( g) du chromosome 16 en position 12,2.
(Figure 12)

18p1312

18p12.1

18q122

1822
18233

Figure 12 : Localisation du gene FTO sur le chromosome 16

Plus précisément, le géne FTO est situé a partir de la paire de base 53, 703,962 a la paire de

bases 54, 114,466 (neuf exons) sur le chromosome 16 . (Figure 13)
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Figure 13 : Organisation génomique du gene FTO et les genes voisins (Stratigopoulos et al ,
2011)

La protéine humaine FTO se compose de 505 acides aminés (Figure 14). Elle a été identifiée
comme membre de la famille des dioxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate (Gerken et al.
2007). Elle catalyse ainsi la déméthylation des acides nucléiques et permettrait la réparation
d’ADN et d’ARN alkylés (Duncan et al. 2002).

A % B C
C-terminal domain R31GQ
e ~ ke
- | 5209 7 R322°£ . }. RO6H
/’f:r """ , .r\,gi
) T *,f’ﬂ:{ 3
Y\ \w ¥ ] & {
) ‘o -

N-terminal domain

Figure 14 : La structure cristalline de la protéine FTO (Giles et Cheung 2011) . A) la
structure globale de la protéine FTO. Le C-terminal avec une homologie de structure inconnue, et le
domaine N-terminal qui contient le noyau catalytique, sont colorés en jaune et cyan, respectivement.
B)Le site catalytique de FTO est montré, avec ses substrats consolidés : 3 - Met et 2 - oxoglutarate( 2 -
OG ) surligné en vert . La boucle supplémentaire 1 de FTO qui empéchent physiquement I'entrée de
dsDNA / ARN est en rouge. C) Les résidus qui provoquent une concurrence de perte de fonction de
FTO: R316 et R322 qui sont nécessaires pour le 2- OG contraignant , et R96 qui se produit dans le
couvercle de la reconnaissance du substrat , sont indiquées en bleu . Les graphiques moléculaires ont
été géneres en utilisant PyMOL

La protéine FTO est localisée dans le noyau des cellules (Gerken et al. 2007). L’expression de

FTO semble étre ubiquitaire, avec une expression plus marquée dans le cerveau et le foie,

19



Synthése bibliographique

mais il est aussi exprime dans le tissu adipeux, le cceur, les cellules p du pancréas et le muscle
squelettique (Scuteri et al. 2007; Frayling et al. 2007; Dina et al. 2007).

1.5.2.1.3. Définition des SNP

Le séquencage a montré que, comme on s'y attendait, les séquences genomiques des individus
d'une méme espece sont en grande partie identiques. Par exemple, la comparaison des
séquences de différentes personnes a révélé une identité proche de 99,9%. La quasi-totalité de
cette différence de 0,1% est basée sur les différences touchant un seul nucléotide (Griffiths et
al. 2010).0On appelle ces différences entre individus des polymorphismes de nucléotides

unique, abrégés en SNP (pour Single Nucleotide Polymorphisms ) que I'on prononce "snips"

Les polymorphismes de nucléotides uniques sont des variants naturels qui ne concernent
qu'un seul nucléotide. Il s'agit en général du changement d'une base en une autre c'est-a-dire
une transition ou une transvasions, mais les insertions ou les délétion d'une seule base
("indel™) , sont également des SNP (Gibson, 2004).

SNP SNP SNP
v v v

Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome4 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGCACCG....

SNPs

Figure 15 : Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) sont identifiés dans les

¢chantillons d’ADN provenant de nombreux individus (Wang et al. 1998).

Chez ’homme, on pense qu'il y a environ 3 millions des SNP distribués de fagon plus ou
moins aléatoire toutes les 300 a 1000 bases, ce qui offre un ensemble utile de marqueurs pour
les différents analyses génétiques (Griffiths et al. 2010).

En général, il n'existe que deux alleles a chaque locus. En termes génétiques, Les SNP sont
bi-alléliques (Jack et Pasternak, 2003).
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Chapitre 11. Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau de trois laboratoires : le laboratoire central de biologie
CHU Bab El Oued, le laboratoire de cardiologic de I’hopital Nafissa Hamoud (Hussein dey)
et le laboratoire central de 1’hopital Ibn Ziri (Bainem), ainsi qu’au niveau de deux
consultations au niveau du service Médecine Interne hépital Ibn Ziri et service Cardiologie
hopital Nafissa Hamoud pendant une période de cing mois (de Mars 2015 jusqu’a Juillet
2015).

1.1 .Matériel

La population utilisée dans 1’étude comporte 87 individus avec SMet et 188 contrdles. Il
apparait que la moyenne d'age est plus éleveée chez les individus avec SMet que chez les

controles. (voir annexe 4) et (voir annexe 5).

Les malades présentent au moins trois sur cing signes des composants syndromes
métabolique. Les critéres d’inclusion des patients sont ceux de la définition consensus
publiée en 2009 (voir annexe 3) alors que les criteres de non inclusion sont toutes les
maladies chroniques en dehors du diabete et de I’HTA, telles que : Insuffisance rénale
chronique, Les syndromes néoplasies, Les troubles psychiatriques, Les maladies auto-

immunes.

Les témoins doivent étre indemnes de toute pathologie cardiovasculaire et ne présenter pas de
signe du syndrome métabolique. lls sont recrutés dans la population algéroise, parmi eux

figurent des athlétes sportifs.

Les patients et les témoins ont répondu a un questionnaire qui englobe également une
enquéte génétique (voir annexe 6). Ainsi, on a mesuré leur tour de taille, leur taille, leur
poids et leur pression artérielle. Pour les prélevements du sang, ils doivent étre a jeun au
moins 12h. On utilise 2 tubes héparinés, 2 tubes secs, 1 tube EDTA pour I’extraction de
I’ADN.

11.2. Méthodes

Les tubes héparinés et tubes secs apres centrifugation ont éte conservés dans une glaciére a
+ 4°C et transportés au laboratoire central de biologie du Centre Hospitalo-Universitaire Bab
el oued pour la réalisation du dosage des parameétres biochimiques. Pour les tubes EDTA était

également conservé et transporté vers le laboratoire pour la réalisation de 1’extraction de
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I’ADN. L’ADN est ensuite conserve a une température de + 4°C afin de réaliser le

génotypage.
11.2.1.Le dosage de différents paramétres biochimiques

Les paramétres biochimiques ont été dosés dans 1’appareil COBAS INTEGRA 400 plus

« roche » (annexe).C’est un automate de chimie Clinique et d’immunologie homogéne pour
les laboratoires traitant un volume limité d’échantillons gréce aux performances prouvées des
systemes COBAS INTEGRA ®. (voir annexe 7)

11.2.1.1. La glycémie a jeun

La glycémie correspond a la concentration de glucose dans le plasma sanguin. Sa régulation
est tres fine et fait intervenir le systéme hormonal. (Legry 2009). La glycémie constitue un
paramétre trés important en pratique quotidienne car elle permet le diagnostic du diabéte, son
dépistage et son évolution ainsi que le diagnostic de certaines pathologies endocriniennes.

11.2.1.1.2. Principe

Le test au glucose incorporé au disque de réactif au bilan de biochimie plus est une version
modifiée de la méthode hexokinase qui a été proposée comme base de la méthode de

référence pour le glucose.

La réaction du glucose avec I’adénosine-triphosphate (ATP), catalysé par I’hexokinase (HK),
produit du glucose-6-phosphate (G-6-P) et de I’adénosine diphosphate (ADP). Le glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) catalyse la réaction de conversion du G-6-P en 6-
phosphogluconate et la réduction du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) en NADH.
(Claude et al 1992)

HK

Glucose + ATP G-6-P + ADP
G-6-PDH
G-6-P + NAD™ 6-Phosphogluconate + NADH + H ™"

Figure 16 : Principe du dosage de glucose .

Le réactif est composeé de Hexokinase , Glucose-6-phosphate déshydrogenase , NAD , ATP,
Mg++ , Stabilisant et Tampon.
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L’absorbance est mesurée a I’aide d’une technique bichromatique a 340 nm. La production de

NADH est directement proportionnelle a la quantité de glucose présente dans 1’échantillon.
11.2.1.2. Cholestérol sanguin

Le dosage du cholestérol est important pour le diagnostic et la classification des
hyperlipoprotéinémies. Les taux de cholestérol normaux varient en fonction du stress, du
régime alimentaire, de 1’age, du sexe, de I’équilibre hormonal et lors de la grossesse. Les
échantillons non préleveés a jeun présentent des résultats Iégerement inférieurs aux

échantillons préleveés a jeun.

C’est une méethode enzymatique, colorimétrique (CHOD/PAP) utilisant la cholestérol-

estérase, la cholestérol-oxydase et la 4-aminoantipyrine.
11.2.1.2.1.Principe

La cholestérol-estérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol
libre et des acides gras. La cholestéroloxydase (CHOD) catalyse ensuite 1’oxydation du
cholestérol en cholestene-4 one-3 et en H202. En présence de peroxydase (POD), le peroxyde
d’hydrogéne formé entraine le couplage oxydatif du phénol et de la 4-amino-antipyrine (4-

AAP) pour former un colorant quinoneimine rouge. (Tietz 1990)

CE
Esters du cholestérol + H20 Cholestérol + Acide gras
CHOD
Cholestérol + O2 cholestérol en cholesténe-4 one-3 + H202
POD
2 H202 +4-amino-antipyrine + phénol colorant quinoneimine + H202

Figure 17 : Principe du dosage de cholestérol .

L’intensité de la couleur du colorant quinonéimine rouge est directement proportionnelle a la

concentration de cholestérol. On la mesure avec 1’augmentation de 1’absorbance a 520 nm.
11.2.1. 3.Cholestérol HDL

Les HDL (High Density Lipoproteins) sont des lipoprotéines de haute densité. Elles ramenent
le cholestérol des tissus périphériques vers le foie ou il est transformé en acides biliaires qui

seront excrétés par les voies biliaires dans 1’intestin. Une concentration élevée en cholestérol
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HDL a un effet protecteur vis-a-vis de 1’athérosclérose, alors qu’un faible taux de cholestérol
HDL augmente le risque de maladie cardio-vasculaire, surtout si le taux de triglycérides est

également augmenté.
Cette méthode est un test colorimétrique enzymatique en phase homogene.
11.2.1.3.1Principe

La concentration en cholestérol des HDL est déterminée par voie enzymatique a 1’aide de
cholestérol-estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du PEG (40% environ des
groupes aminés de ces enzymes sont couplés a du PEG).

Sous I’action de la cholestérol-estérase modifiée par le PEG les esters du cholestérol des HDL

sont scindés en cholestérol et acides gras.

Dans une réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase modifiée par le PEG le
cholestérol est transformé, en présence d’oxygéne, en 4-cholesténone avec formation d’eau
oxygénée. En présence de peroxydase I’eau oxygénée formée réagit avec 1’amino-4

phénazone et ’HSDA avec formation d’un dérivé coloré. (Tietz 1990)

Cette méthode directe de dosage du cholestérol HDL répond aux objectifs de performance du
NCEP (National Cholesterol Education Program, 1995) avec une erreur analytique globale de
13%.

CE

Esters du cholestérol des LDL + H20 Cholestérol + R-COOH
modifiée par le PEG

cholestérol-oxydase

Cholestérol HDL + O2 4-cholesténone + H202
modifiee par le PEG

Peroxydase L, ,
Y dérive coloré

+ amino-4 phé + +H + >
2H202+ amino-4 phénazone + HSDA +H + H20 bleu-violet + 5H20

Figure 18 : Principe du dosage de Cholestérol HDL .

L’intensité de 1a couleur du colorant quinone-imine bleu-violet est directement
proportionnelle a la concentration de cholestérol HDL. On la mesure avec 1’augmentation de

I’absorbance a 583 nm.
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11.2.1.4.Cholestérol LDL

Les LDL (Low Density Lipoproteins) jouent un role clé dans la genése et 1’évolution de
I’athérosclérose, en particulier de 1’athérosclérose coronarienne. Elles résultent de 1’action de
diverses enzymes lipolytiques sur les VLDL (Very Low Density Lipoproteins) riches en
triglycérides synthétisees dans le foie.

Son dosage est basé sur un test colorimétrique enzymatique en phase homogéne. (Tietz 1990)
11.2.1.4.1. Principe

La méthode directe de dosage du cholestérol LDL décrite ci-apres fait appel a la solubilisation
micellaire sélective du cholestérol LDL a I’aide d’un détergent non ionique et a 1’interaction

d’un dérivé glucidique et de lipoprotéines (VLDL et chylomicrons). (Tietz 1990)

Si I’on intégre un détergent dans le dosage enzymatique du cholestérol effectué a ’aide de
cholestérolestérase et de cholestérol-oxydase, le cholestérol des différentes fractions
lipoprotéiques présente une réactivité croissante dans 1’ordre suivant: HDL < chylomicrons <
VLDL < LDL.

En présence de Mg++ la réaction enzymatique du cholestérol des VLDL et des chylomicrons
est considérablement diminuée par un dérivé glucidique. L’utilisation conjointe d’un dérivé
glucidique et d’un détergent rend possible le dosage sélectif du cholestérol LDL dans le
sérum. (Tietz 1990)

Sous I’action de la cholestérol-estérase les esters du cholestérol des LDL sont scindés en
cholestérol et acides gras. Dans une réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase le
cholestérol est transformé, en présence d’oxygene, en 4-cholesténone avec formation d’eau

oxygenée. (Tietz 1990)

En présence de peroxydase 1’eau oxygénée formée réagit avec I’amino-4 phénazone et

I’HSDA avec formation d’un dérivé coloré. (Tietz 1990)

Cette méthode directe de dosage du cholestérol LDL répond aux objectifs de performance du
NCEP (National Cholesterol Education Program, 1995) .
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Détergent )
Esters du cholestérol des LDL + H20 Cholesterol + R-COOH
cholestérol-oxydase
Cholestérol LDL + O2 4-cholesténone + H202
Peroxydase dérive coloré
2H202+ amino-4 phénazone + HSDA +H + H20 >

bleu-violet + 5H20

Figure 19 : Principe du dosage de Cholestérol LDL .

L’intensité de la couleur du colorant quinoneimine bleu-violet est directement proportionnelle
a la concentration de cholestérol LDL. On la mesure avec I’augmentation de I’absorbance a

583 nm.
11.2.1.5. Triglycérides

Les triglycérides représentent les principaux lipides présents au niveau plasmatique. Ils sont
synthétisés dans la muqueuse intestinale par estérification du glycérol et des acides gras
libres. lls sont ensuite libérés au niveau des lymphatiques mésentériques et distribués vers la
plupart des tissus pour y étre stockés. Les taux élevés de triglycérides ont été associés a un

risque ¢levé d’athérosclérose sévere.

La Méthode est une méthode enzymatique, colorimétrique (GPO/PAP) utilisant la glycérol-

phosphate-oxydase et la 4-aminophénazone. (Tietz 1990)
11.2.1.5.1. Principe

Les triglycérides sont hydrolysés par la lipoprotéine-lipase (LPL) en glycérol et acides gras.
Le glycérol est alors phosphorylé en glycérol-3-phosphate par I’ATP lors d’une réaction

catalysée par la glycérolkinase (GK). (Tietz 1990)

L’oxydation du glycérol-3-phosphate est catalysée par la glycérol-phosphate-oxydase (GPO)
pour former du dihydroxyacétone-phosphate et du peroxyde d’hydrogéne (H202). (Tietz
1990)

En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogéne formé entraine le couplage
oxydatif du 4-chlorophénol et de la 4-aminophénazone pour former un colorant quinoneimine

rouge, qui est mesuré a 512 nm.
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L’augmentation d’absorbance est directement proportionnelle a la concentration de

triglycérides dans 1’échantillon.

LPL
Triglycérides Glycérol + acides gras

GK
Glycérol + ATP———  Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate + O2 o dihydroxyacétone-phosphate + H202

POD
2 H202 + 4-aminophénazone + 4-chlorophénol ——— colorant quinoneimine

Figure 20 : Principe du dosage des triglyceérides .
11.2.1.6. Insuline a jeun

L’insuline humaine est une hormone polypeptidique produite dans les cellules béta du
pancréas. Elle est la principale hormone de régulation du stockage et de la production des
carbohydrates. Le dosage de I'insuline est un dosage quantitatif dans le sérum ou le plasma
hépariné .Ce test est réservé a un usage diagnostic in vitro avec les analyseurs des systéemes

IMMULITE 2000 « siemens » et constitue une aide au suivi du diabete. (voir annexe 8)
11.2.1.6.1.Principe du test

IMMULITE 2000 Insuline « Siemens » est un dosage chimiluminescent immunométrique,
enzymatique, en phase solide. La phase solide (bille) est revétue d'anticorps monoclonaux
murins anti-insuline. La phase liquide est composée de phosphatase alcaline (intestin de veau)
associée a des anticorps polyclonaux ovins anti-insuline, ainsi que phosphate alcaline

(intestins de veau) associée a des anticorps monoclonaux murins anti-insuline.

L’échantillon du patient et le réactif sont mis a incuber avec la bille revétue pendant 60
minutes. Pendant ce temps, l'insuline contenue dans I'échantillon forme un complexe
d'anticorps de type "sandwich™ avec sur la bille, les anticorps monoclonaux murins anti-
insuline et dans le réactif les anticorps polyclonaux ovins anti-insuline et les anticorps

monoclonaux murins anti-insuline tous les deux associée aux enzymes.

L'échantillon non lié du patient est le conjugué enzymatiques sont ensuite éliminés par lavage

par centrifugation.
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Enfin le substrat chimiluminescent est ajouté au godet réactionnel qui contient la bille et le

signal est généré proportionnellement a I'enzyme liée.
11.2.2. Extraction d’ADN

L'extraction de 'ADN est une technique qui isole de I’ADN a partir d'une cellule en quantité

et en qualité suffisante pour permettre son analyse. (Ifremer 2006)

Les méthodes classiques d’extraction d’ADN génomique font intervenir de nombreux
produits chimiques dont certains sont dangereux ou difficiles a manipuler (phénol,
chloroforme...), ainsi qu’un appareillage spécifique (centrifugeuse réfrigérée). (voir annexe
9)

11.2.2.1.Extraction manuelle
I1.2.2.1.1. Protocole de I’extraction manuelle

Dans un tube stérile conique de 15 ml, on met 9 ml de " cell lysis solution ", on ajoute 3 ml
de sang total déja prélevé dans des tubes EDTA . Remuer 5 a 6 fois les tubes puis les incuber
10 mn a température ambiante ensuite on supprime délicatement le surnageant. Enfin il faut

vortexer le tube pour détacher le culot.

D’autre part, on ajoute 3 ml du deuxiéme réactif " Nucler lysis solution" puis vortexer ensuite
on ajoute 1ml du troisiéme réactif " protein precipitation solution" apres vortexer et on
commence a observer des fines particules marron. Ensuite il faut centrifuger a 2000 tr /mn
pendant 10 mn , un culot marron sera visible, on récupére le surnagent et on le transfert dans
des tubes stériles coniques contenant 3ml d’isopropanol a T° ambiante apreés, on le centrifuge
a2000 tr /mn pendant une 1mn & T° ambiante. Puis on élimine délicatement le surnagent et on
ajoute 1’éthanol 70°, on centrifuge encore a 2000 tr /mn pendant 1 minute a T° ambiante aprés
on élimine délicatement 1’éthanol et on élimine le reste en inversant sur du papier absorbant
pendant 10 a 15 mn. A la fin on ajoute 350 i du « DNA rehydratation » , vortexer ,Puis on
incube & 65°C pendant une heure ou laisser & T° ambiante pendant 24 heure et on le stocke
entre 2-8° C ..
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11.2.2.2.Extraction automatique

L’extraction d’ADN est requise pour des applications de biologie moléculaire telles que la
PCR, la digestion par les enzymes de restriction, le Southern blotting etc., et pour 1’analyse
d’échantillons médico-légaux et cliniques de méme que les échantillons de terre et
environnementaux. Il existe beaucoup de kits d’extraction et de purification de I’ADN dans le
commerce (voir annexe 10). Cependant il a été montré que la sensibilité de détection par
PCR de I’ADN extrait varie selon le kit utilisé (Yoshikawa et al 2011). Choisir le kit adéquat

peut permettre de gagner du temps sur I’optimisation du kit et ’exécution de 1’expérience

11.2.2.2.1. Protocole de purfication de ’ADN sanguin avec le Maxwell® 16

Le Maxwell® 16 Blood DNA Purification System (Figure 21) utilisé avec I'appareil Maxwell
16 automatise la purification d'acides nucléiques jusqu'a 16 échantillons ceci par lyse
cellulaire et liaison de I'ADN a des particules de silice magnétisées comme principe de
séparation.

4

Figure 21 : Le Maxwell® 16 Blood DNA Purification System

L’utilisateur sélectionne le protocole de traitement approprié indiqué par I’appareil
Maxwell® 16, place les échantillons dans les cartouches de réactifs (Figure 22) ,chaque
cartouche fournie dans le Maxwell® 16 Blood DNA Purification System est congue pour
purifier I’ADN génomique a partir de 300 pul de sang total, elles-mémes introduites sur la
plate-forme de I’appareil Maxwell® 16 (voir annexe 11), puis ferme la porte avant de
démarrer 1’appareil qui réalise automatiquement toutes les étapes du protocole (vVoir annexe
11) .La temperature des échantillons est régulée par un systéme de chauffage controlé par le

protocole.
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Contenu Ajouts de I'utilisateur:
Coteé de

' Echantillon
I'étiquette Tampon de lyse +

Particules
magnétiques MagneSil

Tampon de lavage
Tampon de lavage

Tampon de lavage

Tampon de lavage

Caoté de
I'aréte

Tampon de lavage + Plongeur

S20EMA

Figure 22 : Cartouche du kit Maxwell® 16 Blood DNA Purification System. L’échantillon

est ajouté dans le puits n°1.
Voici les étapes réalisées automatiqguement par le systeme Maxwell® 16 :

* Lyse de I’échantillon en présence d'un agent chaotropique et de détergent dans le but de la

libération du matériel génétique.
* Liaison des acides nucléiques aux particules de silice magnétisées.

* Lavages des particules liées a 'ADN de manicre a ¢liminer les autres composants

cellulaires.

* Elution des acides nucléiques dans un tampon pouvant étre directement ajouté a une PCR

standard.
. 11.2.2.3.Génotypage des SNP

L’¢étude du polymorphisme d’une paire de bases (SNP) représente aujourd’hui un moyen
puissant de caractérisation de différents génomes. Vers la fin du XXe siecle, pres d’un millier
de SNP étaient déja connus — ce nombre n’était pas suffisant pour couvrir le génome entier.
(Cain et all 2006). Le génotypage du SNP rs1421085 T/C a été réalisée par la technologie
KASPar. La conception des oligonucléotides a été effectuée par la Societé KBiosciences

(UK).
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11.2.2.3.1.Principe de la technologie KASPar (KBiosciences Allele Specific PCR).

La technologie KASPar est une technologie peu codteuse et rapide utilisée pour le génotypage
des SNP en se basant sur une amplification par PCR ( voir annexe 12) capable d’assurer une
discrimination entre les deux alléles du SNP (Figure 23). Trois oligonucléotides sont utilisés
dans KASPar : deux « dits sens » dont les extrémités 3°, positionnées au niveau du SNP, et

correspondent aux deux alleles du SNP, respectivement, et un oligonucléotide dit « anti-sens »

non speécifique (Figure 24).

SNP rs1421085
5 T 3’

1

G,
*//—G

Figure 23 : Représentation schématique de la technologie KASPar ( Original 2015)

Ainsi, la présence du premier allele du SNP entraine la fusion a I’ADN du premier
oligonucléotide, permettant le déclenchement de la PCR, tandis que la présence du deuxiéme
allele entraine plutét la fusion du second oligonucléotide, enclenchant donc la PCR. En
présence d’un génotype hétérozygote, les deux oligonucléotides fusionnent et la PCR
commence. La détection des produits d’amplification est assurée grace au marquage des deux
oligonucléotides « sens » par deux fluorochromes différents, respectivement (généralement

les fluorochromes FAM et HEX).

DMA Template: KASPar Master Mix:
& =TT T T T ¥
TTTTTTTITTOT a @
[GIT) I
Primers: 1 ;
5 cx i
5 — e | |
Al specific forwards : |
¥ e— !
Common Reverse

Figure 24 : composants utilisée dans le génotypage par technologie KASPar
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I1.2.2.3.2.Protocole de genotypage du SNP rs1421085 par la technologie KASPar.

Le génotypage du SNP rs1421085 par la technologie KASPar a été réalisé en utilisant le

mélange réactionnel suivant :

Mix réactionnel

4 uL / échantillon d’ADN

Solution des amorces d’amplification

0,11 pL / échantillon d’ADN

Solution d’ADN (1,25 ng/ uL)

1 uL

Eau

QSP 8 uL/ échantillon d’ADN

Le mélange réactionnel ainsi que les échantillons d’ADN sont distribués dans les plaques

PCR. Ensuite, ils sont placés dans I’automate Light Cycler 480 (Roche) ( voir annexe 13) .

L’amplification de I’ADN a été réalisée en appliquant les cycles illustrés dans le tableau V

Tableau V : Programme de I’amplification de I’ADN dans le « Light Cycler 480 »

Etapes Temps et températures Nombre de cycle
Dénaturation de I’ADN 95°C pendant 15 minutes 1
Premiére série de cycles 94°C pendant 20 secondes 10
d’amplification puis 61°C avec diminution

graduelle de 0,6°C par cycle

(température finale atteinte =

55°C)
Deuxieme série 94°C pendant 10 secondes 26
d’amplification puis 55°C pendant 1 minute
Recyclage (pour améliorer la | 94°C pendant 20 secondes 1

qualité du génotypage)

puis 57°C pendant 1 minute

Lecture du signal de

fluorescence

37°C pendant 5 minutes
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Les données de genotypage sont obtenues sous forme de 3 nuages de points, colorés
respectivement en bleu, en vert et en rouge (Figure 25) . Ainsi, les points de couleur bleue et
verte correspondent aux génotypes homozygotes du premier et du second alléle du SNP,
respectivement, tandis que ceux en couleur rouge sont ceux du génotype hétérozygote du
SNP. Les données de génotypages sont ¢galement rapportés dans un tableau qu’on récupére et
qui sera intégré au tableau des données clinico-biologiques afin d’effectuer les analyses

statistiques nécessaires.

Endpoint Flusrescence Scatter Plot

I I'/(

= T/T

6000 8000 10000 12000 14000 16,000 18000 20000 2000
Fluorescence (465510)

Figure 25 : Représentation des données brutes du génotypage du SNP rs1421085 (T/C) par la
technologie KASPar

I1.2.2.4.La mesure de I'insulinorésistance par le model HOMA

L'importance de la mesure de l'insulinorésistance pour évaluer le risque cardiovasculaire ou
I'effet de programmes d'intervention est maintenant bien établie. Il est donc nécessaire d'avoir
des méthodes fiables, reproductibles et si possible simples pour mesurer I'insulinorésistance in
vivo. ( Rabasa-Lhoret et Laville 2001).

Parmi les modéles développés pour la mesure de l'insulinorésistance , il existe le model
HOMA (Homeostasis Model Assessmnent). Il a été développé par I'équipe de R. Turner
(Matthews et al 1985) a partir de la modélisation mathématique des réponses quantitatives
des principaux organes du métabolisme du glucose et s’obtient a I’aide d’une valeur

plasmatique d’insuline ou de C-peptide et de glycémie a jeun. (Scheen 2007). Cette méthode

33



Matériel et méthodes

permet de caractériser, les anomalies de la sensibilité et de la sécrétion insulinique a partir des

concentrations a jeun de glucose et d'insuline.

L’indice de HOMA est calculé selon la formule; HOMA-IR : (glycémie a jeun

(mmol/L)*insulinémie a jeun (mU/ml))/22.5.

La validité de I'index HOMA est bien établie dans les études épidémiologiques, par exemple
I'insulinorésistance estimée par I'index HOMA prédit le développement du diabéte de type 2
dans une population a risque (Haffner et al 1996). Au niveau individuel, il est possible de se
faire une idée de la part entre le déficit insulinosécrétoire et l'altération de la sensibilité a
I'insuline, ce qui peut orienter les choix thérapeutiques (Scheen et al 1994) , (Albareda et al
2000)

I1.2.2.5.Analyse statistique :

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel StatView and Abacus 5.0. Les
données continues ont été exprimées en moyenne * Err Std. La signification des différences a
été établie en utilisant le test non-paramétrique de Wilcoxon. Une différence significative est
attestée lorque P(X2) < 0,05. On a utilisé le test non-paramétrique bien que le nombre
d’échantillon est supérieur a 30 car que la distribution des valeurs des parametres biologiques

ne présente pas une courbe gaussienne.

34






Résultats

I11. Résultats
I11.1. Dosage des principaux parametres biochimiques

Les valeurs normales des parameétres biochimiques chez un sujet sein sont figurées dans le tableau

ci-dessous (Tableau VI)

Tableau VI: Valeurs normales des parametres biochimiques

Paramétres Glu CT TG HDL LDL INS

o/ | (@ (9/) (Uiml) | (/1) (nU/ml
Valeurs de <11 <2 0.5<TG<15 | H>0.40 | 1.10- <10
référence F>0.50 | 1.60

Apreés dosage sur I’appareil COBAS 400 plus « roche », on a obtenu les résultats des parametres
biochimiques essentiels dans le syndrome métabolique. Les moyennes des paramétres clinico-

biologiques dans la population génotypé pour rs1421085 sont illustré dans (Tableau VI1).

Tableau V11 : Parametres clinico-biologiques dans la population génotypé pour rs1421085

Paramétre clinico- Controles Patients P-value
biologique n =188 n =87

Age (années) 529+1,0 60,3+1,5 0,0002
IMC (kg/m°) 28,7 + 0,4 30,2405 0,0162
Tour de taille (cm) 98,5 105,7 0,0002
Glycémie a jeun 1,1+0,0 1,4+0,0 <0,0001
(g/L)

Insuline (mU/L) 7,9+0,9 114+10 0,0046
HOMA R 0,38 £ 0,08 0,77 £ 0,09 < 0,0001
Triglycéridémie 1,15+ 0,05 1,64 + 0,07 <0,0001
(g/L)

HDL-cholestérol 0,50 £ 0,01 0,41+0,01 <0,0001
(U/ml)

LDL-cholestérol 1,21 +0,03 1,19+ 0,04 NS
(g/L)

La comparaison des parameétres clinico-biologiques des patients avec des témoins indemnes de
toutes pathologie cardiovasculaire et /ou un diabete montre une différence significative avec une

valeur P inférieur 4 0,05 sauf le LDL cholestérol qui n’est pas significativement différent.
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111.1. 1 .Comparaison entre le nombre de signes du syndrome métabolique et IMC

L’IMC est un paramétre important dans le syndrome métabolique. Leur comparaison avec le
nombre de signes du syndrome metabolique montre que I’IMC augmente chez les individus avec
I'accumulation des composantes du SMet. Cette augmentation est illustrée dans le Tableau VIII et

la Figure 26.

Tableau V111 : Relation entre I’IMC et le nombre de signes du syndrome métabolique

Nombre de signes Smet IMC

0 signe 21,6£2,5
1 signe 28,3+0,6
2 signes 30,3+0,5
3 signes 29,6+0,7
4 signes 30,7£1,1
5 signes 37,2+ 1,8

Ce profil d'augmentation est tres significatif sur le plan statistique vu que le test statistique non

paramétrique de Wilcoxon montre un P < 0,0001

45
40
35 I ——
30 . - . I ==
25 —
20 | I . WSériel
15 +———
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o

0 - . . . ‘ ‘

0signe 1signe 2 signes 3 signes 4 signes 5 signes

Figure 26 : Répartition de I’'IMC en fonction du nombre de signes de syndrome métabolique
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I11.1.2. Comparaison entre le nombre de signes du syndrome métabolique et ’indice de

HOMAIR :

La comparaison entre le nombre du signe du syndrome métabolique et la moyenne de I’indice
HOMA montre une augmentation de la moyenne de I'indice de HOMA au fur & mesure de

I’accumulation du nombre de signe du syndrome métabolique (Tableau IX, Figure 27)

Tableau IX : Relation entre le nombre de signe du syndrome métabolique et la moyenne HOMA IR

Nombre de signes du | Moyenne

SMet HOMA IR |Err Std

0 signe 0,18 0,02
1 signe 0,42 0,06
2 signes 0,41 0,08
3 signes 0,86 0,24
4 signes 0,8 0,14
5 signes 0,75 0,2

1,2

0,6
0,4 } }
0,2

auntil

0signe 1 sighe 2 signes 3signes 4 signes 5 signes

4 Sériel

Figure 27 : Répartition de la moyenne de 1’indice de HOMA selon le nombre de signes du

syndrome métabolique
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111.2.Génotypage du SNP rs1421085 du gene FTO

111 .2. 1. Comparaison entre le nombre de signes du syndrome métaboliques et le nombre
de CC FTO rs1421085

La comparaison du nombre de signes du syndrome métabolique et le nombre de CC FTO
rs1421085, révéle une tendance de 1’augmentation de la proportion de la fréquence du génotype CC
du SNP rs1421085 du gene FTO avec l'accumulation des composantes du nombre de composantes
du SMet chez l'individu. Cette relation entre le nombre de signes du syndrome métabolique et
nombre de CC FTO rs1421085 est présentée dans le tableau X.

Tableau X : Relation entre le nombre de signes du syndrome métabolique et nombre de CC FTO
rs1421085

Nombre de signes Smet | Nombre de CC FTO | Nombre total

rs1421085 d'individus
0 signe 0 4 0
1 signe 8 67 11,9
2 signes 26 106 24,5
3 signes 8 48 16,7
4 signes 6 18 33,3
5 signes 1 4 25

Les individus avec 4 composantes du SMet ont une fréquence du génotype CC de rs1421085 plus

importante que celles avec 0, une et 2 composantes.
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Figure 28 : Répartition du pourcentage du nombre des individus ayant un génotype CC de

rs1421085 en fonction du nombre de signes de syndrome meétabolique
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L’analyse statistique ne montre pas de corrélation du génotype CC de rs1421085 avec les différents
signes du syndrome métabolique (P-value est supérieur a 0,05). Le tableau ci-dessus (Tableau XI)
présente les valeurs de P obtenus chez les contrdles et individu avec SMet. Toutefois le génotype

CC du FTO montre une tendance de corrélation avec les taux plasmatiques de TG (P = 0,057).

Le test statistique a révélé une absence d’association avec le génotype CC du SNP rs1421085 du

Résultats

géne FTO et le SMet avec OR =1,01 95%IC [0,58 —2,07], P = 0,76.

Tableau XI : Valeurs de P obtenus chez les contrdles et individu avec SMet

Signes du SMet

P-value chez les controles

P-value chez SMet

L’indice de HOMA IR

0,50

0,73

Le tour de taille 0,14 0,40
La glycémie a jeun 0,13 0,19
HDL-c 0,22 0,38
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Chapitre 1V : Discussion

Les 20 dernieres années ont été marquées par 1’apparition d’un concept nouveau appelé
syndrome métabolique .Cette condition est caractérisee par un ensemble de facteurs de risque
de développer une maladie cardiovasculaire et/ou un diabéte de type 2. (Alberti et al, 2005,
Grundy et al 2005). La population recrutée dans notre étude, nous a permis de prouver que
des patients ayant une cardiopathie et / ou un diabete présentent au moins 3 sur 5
composantes du syndrome métabolique. La comparaison des parametres clinico-biologiques
des patients avec des témoins indemnes de toutes pathologie cardiovasculaire et /ou un
diabéte montre une différence significative avec une valeur P inférieur a 0 ,05 sauf le LDL
cholestérol qui n’est pas significativement différent. Nos résultats montrent une similitude
avec des résultats trouvés dans 1’étude d’une équipe Thailandaise pour certains parametres
clinico-biologiques (comme Age, IMC, Tour de taille, Insuline, Indice de HOMA et HDL-C)
dont ils présentent une différence significative (P <0,05) et un LDL-C significativement
similaire dont la valeur P est supérieure a 0,05 ( Wanida et al 2014) . Par contre, en comparant
avec d’autres études comme 1’étude d’une population issue du Sud de la France, certains
parametres clinico-biologiques (tels que HDL-C , TG, GLU , age ...) ne montrent pas une
grande divergence ; sauf pour le LDL-C qui présente une différence significative dans cette

étude et qui ne la présente pas dans la nétre . (Attaoua et al 2009)

Depuis 2007, I’association du géne FTO a 1’obésité et au syndrome métabolique a été mise
en évidence par les données GWAS ( Legry, 2009). Plusieurs SNPs situés dans le premier
intron du géne FTO, en particulier le rs1421085, sont associés a une augmentation du risque
de DT2 de 25 a 50% dans les études GWAS. Cependant I'association entre ces FTO, SNP et
DT2 adisparu apres ajustement pour I’'IMC, ce qui suggere que ces SNP ont été
effectivement associées a I’IMC, avec une augmentation du poids comme étant un facteur de
risque de diabéte de type 2. (Frayling et al. 2007). La confirmation de cette association avec
I'IMC a été reproduite dans 13 cohortes indépendantes, englobant les adultes et les enfants de
plusieurs populations européennes ( Dina et al , 2007; . Scuteri et al , 2007; . Peeters et al ,
2008; Attaoua et al , 2009; . Gonzalez -Sanchez et al , 2009; . Jonsson et al , 2009 , .
Albuquerqgue et al, 2013.) , ainsi que les populations de I'Asie ( Cha et al , 2008; . . Chang et
al , 2008; . Hotta et al , 2008; . Tan et al, 2008 ; Chibo et al ,2013. ) , et ascendances africaines
(Grant et al , 2008; . . Hennig et al , 2009; . Adeyemo et al , 2010; . Bollepalli et al , 2010; .
Keebler et al , 2010). Les individus homozygotes pour I’alléle a risque pésent en moyenne 3

kg de plus que les individus homozygotes pour I’alléle fréquent (Scuteri et al. 2007; Frayling

40



Discussion

et al. 2007; Dina et al. 2007). Dans notre étude sur une population algérienne, on a confirme
cette association dont la comparaison du I’IMC avec le nombre de signes du syndrome
métabolique montre que I’IMC augmente chez les individus avec I'accumulation des
composantes du Smet , cette augmentation est significative sur le plan statistique vu que le

test statistique non paramétrique de Wilcoxon montre un P < 0,0001.

D’autres études n’ont montré aucune différence significative entre le génotype et I'MC ou
I'obésité dans des populations : japonaise (Horikoshi et al., 2007), chinoise (Li et al., 2008),
indienne (Chauhan et al., 2011) , Sud-Africaine (Harbron et al., 2014), malgache (Apalasamy
etal., 2012) et océanienne (Ohashi et al., 2007).

Le travail présent montre une relation directe entre la proportion de la fréquence du
génotype CC du SNP rs1421085 du géne FTO et I'accumulation du nombre de composantes
du SMet chez l'individu. La plupart des études publiées dans la région méditerranéenne
indiquent la corrélation entre le nombre de composantes du Smet et le génotype CC du SNP
rs1421085 du géne FTO.

Les prévalences de la résistance a I'insuline selon le nombre de composantes du syndrome
métabolique étaient également proportionnelles : de zéro jusqu'a cing critéres pour le
syndrome métabolique ; nos résultats corroborent avec 1’étude de 1’équipe du Sud de la
France (Attaoua et al 2009). Par contre, cette équipe a trouvé une corrélation significative
entre le génotype CC du SNP rs1421085 du gene FTO et 1’indice de HOMA r avec un P-
value qui est égal a 0,009 alors que notre population ne présente pas cette corrélation dont la

valeur P chez les contrdles qui est égale a 0,50 et chez les SMet qui est égale a 0,73.

Notre travail a révélé une absence de corrélation entre génotype CC du SNP rs1421085 du
géne FTO et le tour de taille ou le P-value est égal a 0,14 chez les contréles et 0,40 chez les

patients. Par contre, dans 1’étude de 1’équipe Thailandaise le tour de taille était en corrélation

avec génotype CC du SNP rs1421085 dont le P-value est égal a 0,020. (Wanida 2014).

Pour le HDL-C et glycémie a jeun, nous n’avons pas trouvé une corrélation significative
avec le génotype CC du SNP rs1421085 du gene FTO dont leurs valeur P est supérieur a
0,05. Alors que les triglycérides montre une tendance de corrélation avec le génotype CC du
SNP rs1421085 (P =0,057).

Une association significative a été obtenue pour le génotype CC du SNP rs1421085 du gene

FTO dans SMet dans 1’étude de 1’équipe du Dr Attaoua dans une population du Sud de la
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France avec OR 3,1 95% IC et P=0,032, (Attaoua et al 2009) , elle a été également
observée dans 1’étude Thaillandaise avec OR 2,82 95% IC et P= 0,020 .Dans notre étude,
nous n’avons pas trouvé d’association avec le génotype CC du SNP rs1421085 du géne FTO
et le SMet avec OR = 1,01 95%IC [0,58 — 2,07], P = 0,76. Cela peut étre d0 au nombre
réduit d’échantillons étudiés pour valider ou infirmer nos résultats pour 1’association du
génotype rs 1421085 au syndrome métabolique .1l faudrait donc prendre un nombre plus
important de patients et de contrdles .Aussi, nous avons intérét a étudier 1’association d’autres

variants des SNPs du géne FTO au syndrome métabolique dans la population algérienne.
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Conclusion

Le Syndrome métabolique est prévalent a 1’échelle mondiale (25 %) et constitue un probleme
de santé publique majeur. Il est associé a un risque accru de diabéte et de cardiopathie

athérosclérose.

Bien que la pathophysiologie associant les composantes de ce syndrome ne soit pas bien

comprise, elle est fortement associée a la présence d’obésité abdominale.

Les interventions modifiant les habitudes de vie sont les mesures primordiales a prendre pour

le traitement de cette affection.

Plusieurs études de recherche notamment génétiques sont en cours et vont certainement

permettre de mieux comprendre ce syndrome et améliorer sa prévention.

Notre étude génétique s’intéresse au génotypage du SNP rs1421085 du géne FTO dans une
population algérienne. L’échantillonnage comporte 87 individus avec SMet et 188 contrdles.

L’analyse des paramétres clinico-biologiques montre que les individus avec SMet sont plus
agés que les contrdles, et présentent un IMC, une glycémie a jeun, une insulinémie a jeun, des
taux plasmatiques de triglycérides et de HDL-cholestérol et de LDL-cholestérol plus

importants que les individus controles.

La comparaison entre I’'IMC et le nombre de signes du syndrome métabolique, a montré que
I''MC augmente chez les individus au prorata de I'accumulation des composantes du SMet. Ce
profil daugmentation est significatif sur le plan statistique: le test statistique non

paramétrique de Wilcoxon montre un P < 0,0001.

Outre cela, la comparaison du nombre de signes avec le nombre de CC FTO rs1421085 nous
montre qu'il y a une tendance a un dosage génique : I'augmentation de la proportion de la
fréquence du génotype CC du SNP rs1421085 avec l'accumulation du nombre de
composantes du SMet chez l'individu. On peut conclure aussi que les individus avec quatre
composantes du SMet ont une fréquence du génotype CC de rs1421085 plus importante que

celles avec zero, une et deux composantes.

Une étude plus généralisée, a la recherche du génotype CC de SNP rs1421085 du gene FTO
dans la population algérienne permettrait de mesurer la contribution de la génétique dans la

survenue du syndrome metabolique et de mieux comprendre sa physiopathologie. Le but final
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Conclusion

de cette compréhension est la mise en place d’une prévention adaptée ainsi qu’une prise en

charge précoce des populations a risque.
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Annexes

Annexe 1 : Classification de la pression artérielle chez les sujets de plus de 18 ans (valeurs en

mm Hg)
Appréciation s;:t?l::nue d;?s't':lll:':le
Optimale <120 <80
Normale 120-129 80-84
Normale haute 130-139 85-89
Hypertension légére 140-159 90-99
Hypertension modérée 160-179 100-109
Hypertension sévere 180-209 110-119

Hypertension trés sévere > 209 >119
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Annexe 2 : Localisation de genes et de régions chromosomiques associes au syndrome

métabolique (adapté de Teran-Garcia et al. 2007).
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Annexe 3 : Les critéres d’inclusion des patients selon la définition consensus du syndrome

métabolique en 2009

IDF/AHA/ NHLBI (2009)
3 des 5 cntéres suivants
Tour de seulls ethno-centrés, reprenant les seuils IDF
taille 2005 pour les non-européens et laissant le
élevé choix entre sewls IDF et seuwls NCEP/ATP 1l
pour ceux dongine européenne
1G > 1.5 g/L ou tratement
élevés
HDLc < 0,40 g/L: hommes
bas < 0,50 g/L: femmes
PA PAS > 130 mm Hg etV/ou PAD > 85 mm Hg ou
elevees trastement
Glycémie 2 1.09/L ou tratement
4 jeun
élevée




Annexe 4 : Les données phénotypiques des patients.

Annexes

Patients | Age | Poids Taille T.Taille | IMC Sexe
(cm)
P1 78 77.5 1.53 116 33.10 F
P2 64 79 1.59 113 31.24 F
P3 68 66 1.47 107 30.54 F
P4 70 86.6 1.54 119 36.51 F
P5 44 90 1.71 109 30.77 H
P6 55 86 1.53 118 36.75 F
P7 71 94 1.49 122 42.34 F
P8 45 78 1.68 100 27.65 F
P9 40 89 1.66 129 32.36 F
P10 78 82 1.57 116 33.33 F
P11 68 66 1.57 106 26.82 F
P12 46 67 1.75 96 21.89 F
P13 83 56 1.48 90 25.68 F
P14 64 68 1.65 105 25 H
P15 65 97 1.51 128 42.54 F
P16 45 101 1.53 127 43.16 F
P17 47 86 1.60 118 33.59 F
P18 65 80 1.68 102 28.36 H
P19 39 76 1.53 93 32.47 F
P20 58 88 1.70 104 30.50 H
P21 58 90 1.72 109 30.5 H
P22 43 68 1.53 94 29.05 F
P23 58 78 1.84 98 23.07 H
P24 64 79 1.82 79 23.86 H
P25 55 86 1.56 118 35.39 F
P26 55 93 1.92 108 25.27 H
p27 58 78 1.55 102 325 F
P28 62 69.5 1.68 88 24.64 H
P29 48 82 1.80 94 25.30 H
P30 86 724 1.48 109 33.05 F
P31 66 98 1.70 107 33.91 H
P32 60 86 1.73 106 26.76 H
P33 60 114 1.66 121 41.45 F
P34 78 71 1.52 105 30.37 F
P35 69 66.3 1.62 109 25.30 F
P36 62 73 1.49 110 32.88 F
P37 73 63.5 1.64 88 23.69 H
P38 47 64.5 1.53 96 27.56 F
P39 52 62 1.53 95 26.49 F
P40 54 70 1.70 106 24.22 H
P41 79 83 1.73 100 27.75 H
P42 57 98 1.78 124 31.01 H
P43 38 65 1.55 100 27.08 F
P44 52 75 1.66 110 27.27 F
P45 67 103 1.71 119 35.27 H
P46 59 66 1.68 94 23.40 H
P47 68 61 1.49 102 27.47 F
P48 47 66 1.61 96 25.48 F
P49 61 87 1.78 98 27.53 H
P50 57 78.5 1.80 94 24.22 H
P51 59 75 1.65 100 27.57 H
P52 51 101 1.70 114 34.94 F
P53 66 78 1.73 102 26,1 F
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P54 71 64 152 100 21,7 F
P55 74 86 174 109 28,47 M
P56 28 112 185 114 32,7 M
P57 22 74 165 93 27,2 F
P58 68 85 186 95 24,63 F
P59 36 82 171 95 28,08 F
P60 52 72 160 100 28,12 M
P61 68 101 165 123 37,13 M
P62 54 114 181 117 34,86 F
P63 57 65 155 98 27 F
P64 60 83 155 103 45 F
P65 69 80 174 95 27 M
P66 60 65 157 105 26 F
P67 57 88 172 102 30 M
P68 49 77 160 98 29 F
P69 53 |89 180 110 28 M
P70 48 | 84 169 123 29 F
P71 64 | 65 148 110 30 F
P72 62 73 152 102 31 F
P73 62 65 152 107 28 F
P74 32 88 175 108 29 F
P75 75 85 165 100 31 F
P76 55 78 160 106 30 F
P77 47 82 183 96 25 M
P78 56 95 163 125 36 F
P79 71 73 153 112 31 F
P80 61 85 184 100 25,14 M
P81 72 83 150 128 36,88 F
P82 77 58 165 90 21,32 F
P83 69 80 174 95 27 M
P84 60 65 157 105 26 F
P85 49 82 156 110 33,74 F
P86 80 64 159 86 25,31 F
P87 73 56 152 97 24,23 F
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Annexe 5 : Les données phénotypiques des témoins

Témoins | Age | Poids | Taille | T.taille | IMC Sexe
Tl 41 55 1.59 84 21.82 F
T2 40 62 1.61 98 23.93 F
T3 74 78 1.61 101 30.11 H
T4 26 69 1.70 85 23.87 H
T5 26 59 1.72 78 20 F
T6 32 63 1.70 85 21.79 F
T7 42 85 1.76 95 27.50 H
T8 27 68 1.75 84 22.22 H
T9 24 98 1.73 115 32.77 F
T10 24 64 1.53 88 27.35 F
T11 54 89 1.78 98 28.16 H
T12 37 70 1.60 85 27.34 F
T13 60 84 1.70 111 29.06 F
T14 52 84 1.63 100 31.69 F
T15 49 68 1.67 85 24.46 F
T16 39 76 1.67 102 27.33 F
T17 49 85 1.70 100 29.41 H
T18 50 87 1.75 96 28.43 H
T19 42 73 1.50 95 32.44 F
T20 44 71 1.70 91 24.56 F
T21 60 57 1.53 90 24.35 F
T22 24 92 1.80 91 28.39 H
T23 32 81 1.75 95 26.47 H
T24 37 85 1.70 93 29.41 H
T25 27 57 1.50 83 25.33 F
T26 22 60 1.76 71 19.41 H
T27 28 71 1.75 85 23.20 H
T28 32 61 1.70 82 21.10 H
T29 32 111 1.87 109 31.80 H
T30 53 77 1.60 99 30.07 F
T31 54 87 1.75 110 28.43 H
T32 21 70 1.76 80 22.65 H
T33 31 83 1.80 86 25.61 H
T34 33 88 1.67 104 31.65 F
T35 30 64 1.76 80 20.71 H
T36 32 66 1.55 80 27.5 F
T37 33 50 1.60 72 19.53 H
T38 57 80 1.50 107 35.55 F
T39 26 65 1.61 84 25.09 F
T40 29 72 1.66 79 26.18 F
T41 31 73 1.69 75 25.61 F
T42 29 69 1.70 88 23.87 F
T43 36 88 1.88 97 24.92 H
T44 47 75 1.77 92 25.95 H
T45 67 61 160 88 24 M
T46 52 91 170 104 31 F
T47 70 68 172 88 23,05 M
T48 53 76 156 108 31,27 F
T49 46 74 150 100 32,88 M
T50 37 56 155 75 23,33 F
T51 62 62 145 96 29,52 M
T52 56 97 160 118 37,89 F
T53 47 116 175 100 37,9 F




Annexes

T54 70 43 150 86 19,11 F
T55 58 85 186 102 24,63 M
T56 70 78 155 111 33 F
T57 46 89 163 120 33,58 M
T58 56 66 170 83 22,83 M
T59 50 84 163 116 31,69 F
T60 80 48 170 80 16,6 M
T61 73 55 143 79 26,89 F
T62 36 63 160 86 24,6 F
T63 66 73 161 96 28,16 M
T64 44 73 162 106 28 F
T65 52 69 145 100 32,81 F
T67 70 63 148 100 28,76 F
T68 74 80 172 102 27,04 M
T69 71 69 154 94 29,09 F
T70 61 82 153 120 35,02 F
T71 47 89 158 97 35,65 F
T72 37 69 154 91 29,09 F
T73 47 86 160 105 33,59 F
T74 60 78 156 85 32 F
T75 69 72 157 104 29,21 M
T76 68 55 150 90 24,44 F
T77 50 57 154 83 25,33 F
T78 48 80 159 99 31,64 F
T79 74 95 161 119 36,67 F
T80 46 89 178 99 28,16 M
T81 40 114 187 119 32,66 M
T82 41 80 165 94 29,41 F
T83 58 80 170 100 29,41 M
T84 74 85 170 106 29,41 M
T85 65 75 151 110 32,89 F
T86 44 60 151 82 26,31 F
T87 72 65 150 84 28,88 F
T88 70 68 148 100 31,04 F
T89 47 84 160 100 33 F
T90 43 86 190 97 23,82 F
T91 67 119 169 134 41,66 F
T92 44 70 172 93 23,66 M
T93 67 75 155 98 31,21 F
T94 36 68 147 90 31,46 F
T95 76 65 160 95 25,39 F
T96 51 86 159 97 34 F
T97 74 49 148 88 22,37 F
T98 77 60 152 99 25,96 F
T100 32 80 155 97 33,29 F
T101 48 90 164 107 33,46 F
T102 22 64 163 87 24,08 F
T105 31 96 171 90 32,83 F
T106 24 72 162 82 27,43 F
T107 31 67 165 82 24,6 F
T108 67 83 147 106 38 F
T109 49 76 154 92 32,04 F
T110 28 100 165 109 36,73 F
T111 73 90 163 108 33,87 F
T112 51 62 161 95 23,91 F
T113 49 67 157 85 27,18 F
T114 59 91 174 111 30,05 M
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Annexe 6 : Fiche du renseignement « syndrome métabolique »
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Annexe 7 : L’automate COBAS INTEGRA 400 plus « Roche »
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Annexe 8 : ’automate IMMULITE 2000 « siemens »
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Annexe 9 : Extraction classique de I’ADN

Préparation de I'échantillon

Solution
Muscle de poisson lacéré / broyé
(ou fragment de nageoire, écaille...)

Cellule

Membrane

Mitochondrie cellulaire

Membrane ¢ Noyau
nucléaire
Chromosome Cytoplasme

Ajout des réactifs (détergent,
tensioactif, enzyme, agents de chélation)

Lyse de la cellule & libération de '’ADN

Lyse
de Ia cellule

ADN du poisson

Ajout du phénol
et du chloroforme

Elimination des protéeines < Centrifugation

Ajout de 'alcool pur
a la phase aqueuse

Précipitation de I’'ADN et purification

Alcool

i@?ﬁ'#: Filaments d’ADN (« pelote »)

Phase aqueuse

~ = Lavages & Centrifugations

WV

Solubilisation de ’'ADN purifié
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Annexe 10 : Kits d’extraction et de purification de I’ADN

Kit Source rendement Usage et avantage
sang, moelle _ ) ) )
ArchivePure  0SS€Use, cellules en  Le rendement et Ia qualité de 'ADN fournit une methode d'isolation
DNA culture, tissus dépend de la qualité du matériel de d’ADN de grande taille et trés
purification kit animaux et végétaux, départ, du nombre de cellules par pur. Procédure rapide. Ratios
(5Prime) bactéries gram- échantillon, et de la taille du génome de  Azza/Azss de I'ADN isolé vont
négatives et gram- I'échantillon source. de17a20
positives et levure.
Tissus végétaux et
FastDNAKit  animaux, cellules en Le rendement et le temps de - ; , -
(MP culture, bactéries, préparation dépend de I'utilisation des sg:lrr"lgt Llégag%n gog&%!g;eét
Biomedicals levure, champignons, instruments FastPrep, adaptateurs, et rapide - SO0
LLC) algues, virus, et matrices de lyse. ;
insectes.
Pgn’net l'isolation d'_ADN.
DNAzoI® laemglz't vegetale, de Peut isoler 'ADNg a partir de 50 mg de  blot, le clonage moléculaire, et
Reagent bactérienne. inclus  1iSSU0u 1x 107 3 3x 107 cellules avec 1 1a PCR. C'est un réactif
(Invitrogen) " eliules tissus et M de réactif DNAzoi® complet et prét a I'emploi. La
Bas g procédure est simple, fiable et
ng. efficace. L’ADN peut étre
obtenu en 30-60 minutes.
Produit de I'’ADN utilisable en
) PCR, hybridation d’ADN,
- construction de librairie
mammaliens. d’ADNg, et autres applications.
EasyDNA™  Sang. les OMICUSS byt o FADN de haute qualts, e hatte QualtE Bpart
Gt Capiiakes, les taille 4100 kb a 200 kb, " 3 60 s ks o
(nvitrogen)  queues de souris, les ' de cellules, tissus, plantes
feuilles de piantes, levures E.'Coli s'ang et '
:f:cggsez eg:'? follicules capillaires. Procédure
’ ’ simple qui peut étre terminée
en moins de 90 minutes.
Le rendement dépend de I'espéce et de
la quantité de matériel de départ. Les
rendements typiques sont de 5-15 pg
d’ADN a partir de 300 pl de sang, 9.5 -
sang, globules 12.5 ug 4 partir de 2.25x10° cellules
Wizard® blancs, cellules en NIH/3T3 (souris), 15-30 pg a partirde  Produit de 'ADN adapté pour
Genomic culture, tissu animal,  3x10° cellules K562 (humain), 10-30 yg I'amplification, Ia digestion

DNA tissu vegétal, levure

Purification et bactéries Gram-

Kit (Promega) positives et Gram-
négatives.

a partir de 0.5-1.0 cm de queue de
souris, 16 pg a partir de 5 x 10° cellules
Sf9 (insectes), 7-12 pg a partir de 40
mg de feuilles de tomate ( tissu
végétal), 20 pg a partir de 1 ml d’E. coli
(bactéries) et 4.5-6.5 ug a partir d'1 ml
de culture de 24h de S.cerevisiae
(levure).

enzymatique et I'nybridation de
membrane telle que le
Southern blot et le dot/slot blot.
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Annexe 11 : Le Maxwell® 16 Blood DNA Purification System
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Annexe 12 : Les différentes étapes du génotypage par la méthode KASPar

1) Dénaturation de I’ADN

6) Extension des amorces avec

incorporation de la séquence
complémentaire de I'amorce
spécifique de l'alléle

i

G —
1

7) Dénaturation de la séquence

cible et de la cassette FRET

2) Fixation des amorces sur
chaque brin

o

Al L

5) Fixation des amorces

8) Fixation et incorporation de
I'amorce marquée a la
fluorescence a la séquence
complémentaire

V4

&
7/

3) Extension des amorces

4) Dénaturation

“erterreerrerrerrereveeeverrereener

9) Extension de I'amorce
marquée a |a fluorescence

/—_=
v,/
o

Répétition du cycle
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Annexe 13 : ’automate de génotypage LightCycler 480 ( roche)

Batarent Pluwraserans Seatter Piet

Allele y sample

2000 10,000 12 500 14 500 16 000 14000 20 000 22 000 24 000 26 000 23 100 0 008
Flemeveency (465 510}




